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La present© invention a pour objet 1 'utilisation de 
poiyjseres ou de biopolyfaeres pour la preparation d ! un 
medicament pour le traitement de lesions de toutes origines 
affectant le muscle squelettique ou le ssuscle eardiaque en 
5 raedeeine huaaine ou veterinaire fit des coaspos.it ions 
pharmaceutiques pour ce traitement. 

La synthase des polymeres CKDBS {dextranes suhstitues 
par des residus carboxymethyle, benzylaaine et sulfonate} a 
ete decrite dans le brevet FR 2461724 ainsi que dans le brevet 

10 US 4 740 5S4. Certains de ces polytaeres jaisaent 1'heparine et 
peuvent etre utilises en tant que produits de remplaceasent de 
i'haparine du plasma, grace a leurs proprietes anticoagulants 
at anticomplessent. 

Fansi I 'ensemble des polymeres CMBBS, certains de ces 

15 polymeres misnent une autre propriete de 1 ! heparin® qui 
consists en une stabilisation, une protection et une 
potentialisation de l<activite biologique in vitro des 
facteurs de croissance de la famille FGF {Tardieu et coll , 
Journal of Cellular Physiology, 1992, 150 Pages 194 a 203). 

20 Le brevet FR 2 644.066 decrit 1 'utilisation de 

certains CMUBS associes aux FGF pour la cicatrisation de Is 
peau et de la comee, Des experiences ont eti resiisees en 
provoquant une blessure eutanee a I'aide d'un ©mparts piece de 
S ma de diametre chez le rat. Dans cet exemple, le CHUBS 

25 associe au FGF 2 permet d'obtenir un effet net sur la vitesse 
et la qua lite de la reparation de la peau. 

Un autre biopnlymere, le dextrane sulfate a egalament 
ete propose en association avec des FGF, cavme stabilis&teur 
st prctecteur, dans le brevet Japonais N* 13890 . Le dextrane 

30 sulfate est par ailleurs iargement utilise dans des posmsades 
ou crimes cicatrisantes de la peau ainsi que dans des 
compositions de col lyre, saais n*a aucun effet reports a la 
connaissance du demandeur sur la cicatrisation et ou la 
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regeneration de lesions musculaires . 

tin autre agent* le sucrose sulfate ester et son sei 
d " aiuaiiriiuta le sucralfate: sent des prodnits decrits et 
utilises seuls ou associes mx FSF coaame agents de traitessent 
5 des ulceres et lesions du tractus digestif (Brevet IIS 
N*3.432.48S et Brevet X& H*5.202.3I1 > . 

Les tissus musculaires sqttelettique et/ou eardiaque 
sent particulieremeat riches en facteurs de croi seance et 
piusienrs auteurs ont decrit la presence et/ou I s action des 

10 FGFS at TSFs beta dans et sur les cellule* wyoblastiqaes (par 
estemples D.Gospodarowicz et Cheng , In Vitro Cellular and 
developmental Biology 1987 23(7} :pp. 507-514 } Gronx - 
Muscatelli 3 , * Bassaglia Y , Barritault D. , Caroelle J.P* et 
Gautron J« Dev. Biol, 19S0 , 142:pp380 -385 ? Johnson S* et 

15 Allen R Exp. Cell Res. 1990 , 187 ; pp 2S0-254 j Dayton et 
Hathaway M. Poult Sci 1991 70: pp 1815-1822 ) ainsi <|ue leur 
extraction a paxtir de muscles squelettiques ©u cardiaquss 
(par exemple Morrow et coll. J.Clin. .Invest. 1990 , 85 ♦ W 
IS IS- 1820 j Padua R et E. Hardest! Growth Factor f 1953 # 8 * pp 

20 2S1-30S t Parker T et Seheinder » j Annu. Rev. Physiol* 1901 
53 jpp 173-200 j Casscells « et coll. *nn H.f. Acad. Sci 1990, 
593 :pp 148-161). 

L ! action cicatrisante des facteurs FGF dans des lesions 
du sRusele cardiaque induites par creation d'ischejid© a its 

25 decrifce {Yanagisawa-Miwa et coll* Science 19*2, 257 t pp 1401- 
1403} . 

franco {US 4.378.347} a aussi decrit 1 'utilisation 
d ' aFGF pour traiter en parti culler des Ischemics cardlagues. 
Bes follies de dextrane sont uti Usees comme sxcipient dsns 
30 certaines formulations decrites dans ce brevet. 

Vactivite de ia composition est tres clsiressent 
imputes a« FGF. 

II ressort done de 1* analyse de I 'etat de la technique 
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que das polymeres avaient d&ja ete utilises en association 
avec des facteurs de croissance, 

Hearnnoins, dans aucun des documents cites ces peiysaires 
ne presentent des effets ert eax-ffiesses , c s est-a~dire sans 
qu'iis sclent associes a des facteurs de ereissanc®. 

tn outre, I'activite d* associations pol^eres- facteurs 
n s a ate decrite que sur certaines lesions d*un type bien 
precis de tissu, le tissu cutane. 

Du fait de i 'imprevisibiiite des effets therapeutiques 
d'una molecule dcnnee, il n'etait pas evident que ces 
polymeres puissant avoir un effet sur d*autres tissus que ceus 
de la pe&u. 

En effet, il est Men connu que ies different* tissue 
du corps nus&ain ou animal presentent des specificites tafcfc 
structurelles que fonctionnelles qui rendent Impossible toute 
prediction quant a V effet d'une molecule, connae four son 
effet sur le tissu cutane, sur le tissu sauscuiaire. 

Ceci est d'autarit plus vrai que Ies tissus wsculaires 
son* tres differents de par leur structure et Xsur oriqine 
{mescdermique} des tissus de I'epiderme et de la cernee, 

m meme, il est bien connu qu'il est Impossible de 
predire l'activite in vivo d'une molecule sur un tissu 
particulier a partir de resultats obtenus in vitro sur un 
snodele experimental specif ique, 

Be maniere surprenante, il a ete trouve, selon 
l ! invention, que certains polymeres ont un effet tres saarque 
sur ia vitesse de cicatrisation et de regeneration des lesions 
des tissus musculaires squelettiques et/ou cardiaques, ffiinsi 
que sur la quaiite de cette cicatrisation et/ou regeneration 
tells que I 4 on peut la wesurer en etudiant par des ssetnodes 
histoloqiques et physioloiiques le deqre de maturation des 
fibres musculaires. 

La presente invention a pour objet 1 'utilisation d'au 
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sr.oins un polymere ou d'un biepolysaere, sppeles BBGFPF, 
protegeant specif iqueaent les facteurs de croissanee das 
families des FGF et "FGF beta de Is degradation trypsique et 
n'inhibant pas de aaniere significative lis coagulation, pour 
la fabrication d'un medicament pour le traitesaent des tissus 
musculaires . 

Un tei polymere presente partieulierement une aetivite 
antl-coagulante inferieure a 50 unites Internationales par sag 
d« polymere mesuree selon Maiilet et al (Mol. Immunol, 1MB, 
25, 915-923). Avantageusement, il potentialise les FGF in 
vitro. 

Preferentielleaent, il n« active substantiellement pas 
le systeme du complement, c'est-a-dire qu'ii possede une 
activite anti-complement, superieure a 0,5 p% pour le CK50 
(selon Hausac et al., Biomaterials, S, S1-S3, 1985). 

Avantageusement, ledit polymere ou biopolymere est un 
polysaccharide qui peut etre compose principa lament de residua 
glucose. 

Un tei polysaccharide presentera preferentieXXement im 
poids moleculaire superieur a 10 kO et avantageusement proche 
de 40 kD. 

II peut aussi comprendre des residus glucosamine et/ou 
d'acide uronique, particulierement sous ia forme d© diroere 
giucosamine-acide uronique. 

Des polysaccharides partieulierement preferes sent das 
dextranes substitues, des glycosaminoglycanes eventuellessent 
associes & un lipide, un peptide ou un protide ou des sulfates 
de ces polymeres. 

La presente invention est en outre relative a une 
composition pharmaceutique contenant de ces polymeres. 

Les polymeres et/ou biopolymeres peuvent etre 
selecticnnes a partir de substances natureiles qui peuvent 
ensuite etre eventuellement modifiees par additions de 
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groupments chimiques appropries ou encore obtenus entierement 
par synthase . Ces polyaeres naturals, semi synthetiques ou 
entierassent synthetiques sont ensuite selectiormes sur la base 
de leurs capacites a interagir specif iquement avec plusieuxs 
5 facteurs de croissance notajsment ceux de la fastille des FSF et 
des ?GF beta. lis sont egalement select ionnes sur leurs 
capacite a proteger ce ou ces facteurs centre <ies degradations 
proteolytiques. Ces polymeres seront designes sous ie slgle 
generique de HBGFPP (heparin binding growth factor protectors 
10 and promoters} . 

Deux prototypes de ces polymeres ou bio polyaeres sont 
donnes comme exemples ainsi que les precedes et criteres de 
selection de ces polymeres- 

Le premier example de HBGFPP appaxtient a la faaille 
X5 des cams qui sont des produits connus, a savoir des dextranas 
biospecifiques fonctionnalises, substitues par des residua 
earboxymethyle, benzylamide et benzyl amine sulfonate, Ces 
polymeres illastrent i'obtentlon de HBGFPP a p&rtir de 
produits naturels (dextrans) subsequesasent chisaiquement 
20 substitues. 

Le deuxieme exemple decrit la selection de produits 
completement naturals contme les proteoglycos&minoglycannes 
sulfates purifies a partir d'extraits tissulaires. 

Ces deux exemples illustrent les capacites de ces 
25 HBGFPP a interagir, a stabiliser, a proteger et a 
pctentiaiiser les facteurs de croissances des families FGF et 
TGF beta et ieur utilisation dans une composition 
pharraaceutique permettant une cicatrisation et une 
regeneration des cellules musculaires squelettiques ainsi 
30 qu'une protection et cicatrisation des cellules musculaires 
cardiaques. 

On entend , dans la presente demande, par traitement, 
toute operation curative ou preventive effectuee pour la 
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prophylaxis at la cicatrisation de lesions de tissus 
smsculaires. 

Grace a 1 'action des HBGFPP st noiassasnt des CMBBS 
eomsse 1 * Illaa treat les examples o^ecrits cI-desS0ua> 1* 
reorganisation siuscalaire est accelftxie, alors qua 
X 5 architecture du muscle, Cast a dire le nosibre de fibres pax 
faisceau organist* dans le cas du muscle squeXettigws n'est pas 
modifies de faeon significative. Dans le ess da ansele 
cardiaqua la nojnbre de atyoeytes detruits apres la lesion 
provoquee par ischemic est tree inferieur a eelssi que i'os 
peut denoabrer apres traitement par Xes HBGFP? « (Restaltats 
corrobore* par la diminution du nos&re de fibroblastes et da 
fibres de ccllagenes dans las coeurs traitea au KSGFFF) « Cam 
resultats illuatrant l'effet cytoproteeteur das HBGFPP, 

Un medicament ou une composition pharsBaceutigue selon 
1 • invention contient une quantite efficace de HBGFPP par 
example du CMtJBS associee a an ou plusieurs vaMculas 
compatibles et pharmaceutiquement acceptable*. Ilia pent Stare 
egaXement associee a des agents pharmaceutiques comma das 
anti-inf iawmatoires ; ou antibacteriens , et pour le nSttoJ* 
eardiaque, des antiarythmiques, des anticoagulants ©a das 
agents thxombolytiques. Le vehicule peut etre du s*ru» 
physiologiqua ou des tampons tels que le PBS conten&nt NaC& 
0,15 Molaire ou toute autre sorte da solution eosipatibXe at 
non irritante pour le tissus musculaira lege. Ses formulations 
pexmettant d'obtenir des solutions pateuses on an gel salon 
les techniques courantes connues de I'homme de X'art peuvewt 
itre proposees selon le type et 1 f access ibil its de la lesion. 

Avantageuseraent f an tel medicament est concu pour etre 
directement injectable par vole intraususculaire a une dose de 
25 a 2S00 ug/mi de HBGFPP comma le CM33BS dans las exempies 
domes on eemme les biopelymeres naturals HBGFfS 1 tels la 
mesoglyeanes jsais Xa voie intraveineuse cox»titue une autre 
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vole d ! administration , Outre ses gualites de pxotecteur des 
i&ctmxs de croissanee "Heparin Bidding" f lea HBSFFF 
selectionnes salon les tests decrifcs ci-dsssoiis presented sine 
tres faible actlvite anticoagulants, pax rapport a cell® da 
5 I'heparine, trop faible pour pertarber ia coagulation dans la 
cas d 4 un traasiatisme muscuiaixe, »aas le cas d'une injection 
par vole intraveineuse la dose injectee doit efcre xapportee au 
volume sanguin da I'hojsme ou de I 'animal ainsi traits pour que 
la dose da mGTPP dans la sang soit ag&leiaent. comprise entxe 

10 25 a 2500 Ml « 

A titre d'esemple duplication das medicaments salon 
I' invention, on peat citer las atrophies at /ou dystrophies 
musculaires, congeni tales ou acqaises , at plus 
particulierement : 

IS - les maladies genetigues : comma las s^opathies 

(Duchennes, Becker) , Dystrophies des ceintures, etc. * . 

- les maladies ou il y a atonie muscalaixe 

- les accidents mad icamenteux iatrogenes {traitemejtls a 
la chloxoquine ou injections d'anesthesigue locaax en intra 

20 musealaire ) , 

- les accidents traamatigues : coasste cease des sport if « 
elongation, dechirure, claguage, hematomas et aatrss, les 
lesions indaites par des blessures oa lors d'actes 
chirurgicaux, 

25 - les agressions virales ou cacteriennes f par example 

Is virus da polyoma, 

les atrophies muscai aires indaites par des 
Immobilisations , 

- les iscnemies sauscuXaires peripheriques comme celles 
30 generees par les arteriopathias obliterantas peripheriques des 

ja8inbres f 

poar le muscle cardiaque les lesions generees par 
diminution et sappressien de 1' irrigation sanguine peuvent 
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etre prevenues ou diMnnees par 1' utilisation de is 
composition de r invention. Ainsi dans le ess d- infarcts da 
myecarde, 1' injection dans le muscle infarclt de Is 
composition ou son injection par voie intraveineuse permettant 
1'acces das HBGFPF dans le terrttoire cardiaqee Use. 

Dans le ess de transplantation cardlaque la survie des 
cellules cardials peut etre favorlsee par adjonction de 
ir.edicarr.ent ou de composition salon ia presents invention , de 
aeme que dans le cas de cardio myoplasties . 

Dans les insuf f isances cardiaques generees lors des 
maladies hereditaires comma celle de Buchane ou de Becker ou 
encore dans les myecardiopatnies Hees aux infections yirales, 
parasitaires ou bactariennes, 

m avantage de 1' invention est que r utilisation d'une 
dose unique de la composition, procure le resultat «co»pte, 
e'est a dire, la regeneration complete das fibres musculaires 
squeiettiques comae ia preservation des myocytes cardiaques. 

un autre avantage concernant les lesions des tissus 
musculaires est que i'on favorise egaiement la 
revascularisation du muscle Use. 

A titre d'esemples decrits dans les pages suivantea et 
concernant le muscle squelettique, une injection unique da 35 
Hi a SO pg/ml de CMDBS sur le site de la Measure induit une 
regeneration complete des fibres musculaires apres 7 jours 
aiors que dans le muscle temoin rien de tel n'est observe. Le 
norabre de fibres par unite de surface dans ia coupe 
histologigue transversale est 10 fois superieur par rapport a 
temoin non traite au O40SS. 

Ii est a noter que ni i'heparine, ni le dextrane 
sulfate ne presentent des proprietes sur la regeneration 
ausculaire. Bien que ces molecules interagissent avec les FGFs 
et tout au moins en ce qui concerns 1' heparins avec le T0F 
beta , ni la sucrase, ni 1 'heparin*, ni le dextrane sulfate ne 
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proiegeni le TGF beta centre la proteolyse induite par 
I 'action de la trypsin* ainsi que le montrent 1 ! application 
des tests de criblages et de selection des HBGFPF decrits dsns 
lea exeraples ci-dessous. Ainsi en procadant a un crifelage in 
vitro sur la base d'une protection double des FGFs et des 
TGFbeta contra Taction de la proteolyse induite par is 
trypsins 11 est possible de selectionner des HBGFFP cosnsse 
certains CMDBS dont ceux donnes dans ces exeaplas Ces meases 
criteres de selection appliques a des biopolymeres naturals 
cosine le mesoglycane ou le sulodexide ant permis de montrer 
que le mesoglycane, qui presente one double activite de 
protection et de stabilisation pour a la fois les FGF et las 
TGF beta, presente une activite favorisante pour la reparation 
et regeneration musculaire, fait partie de la faatill* des 
KBGFFF, alcrs que le sulodexide qui protege les FGF centre la 
proteolyse induite par 1' action de la trypsins n'a pas 
d* action protectrice significative contre 1» action de la 
trypsins sur ies TGF beta. 

L' invention sera illustree, sans etre aucunement 
limitee par les exemples qui suivent, dans lesquels: 
La figure 1 represente la formula du CMDBS • 
La figure 2 il lustre la potentialisation de 1 ! activite 
bioiogique des FGF1 (2a) et FGF2 (2b) par 1 'heparin©, 1® 
mesoglycane et le sulodexide. La mesure de 1» activite 
bioiogique est effectuee sur des cellules CCL3S par la mesure 
de 1 ! augmentation de 1 * incorporation de thymidine tritiee en 
fonction de la dose de FGFl et de FGF2 ajoutee seuie ou en 
presence de 20 *ig d'heparine , de 10 ^g de mesoglycane ou de 
10 ^g de sulodexide. 

Les figures 3 et 4 illustrent I'effet prctecteur de 
I 'heparins, du mesoglycane et du sulodexide contre une 
degradation thermique du FGFl (3) et FGF2(4). Les echantillons 
de FGF sont incubes seuls ou en presence de 20 ug d' heparin© < 
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de 10 jig de mesogXycane ou de 10 jag de sttiodesEide a 20* C |s) 
et 37'C (b) pendant 1, 7, 15, 30 jours. La sssesure de 
I'activite fcislogique presentee en absciss® correspond auss: 
vaieurs des unites de stimulation (E350) de I 5 incorporation de 
thymidine tritiee dans des cellules CCL39 . 

La figure 5a illustre I'effet protecteur de 1 'heparins, 
du raesoglycane et du suledeitide contr© ime degradation 
proteolytique du 125 I-FGFX. La digestion proteolytics a et# 
affectuee a 3Tc et les echantillons ont ete separes par 
alectrophorese stir gel de polyacryl&ffiide & 18 %» Les gels sont 
seches et autoradiographies, La premiere piste confcienfc la 
i25 X~FGFl seul, dans la deuxienie {piste 2) le 125 l-TGTl est 
incubi en presence de trypsine et d'hep&rine {piste 3), de 
ssesoglycane (piste 4) on de sulodexide {piste 5)< 

La figure 5b illustre I'effet protecteur de i« heparins, 
du jsesoglycane et du sulodexide centre une degradation 
proteolytique da I25 t-FGF2. La disposition des pistes est 
identique a celle presentee pour ie 125 I~FGF1 en 5a. 

Las figures 6 f 7, 8, 9 correspondent a des stontages 
saicrophotographiques d'une hesni-coupe transversal© de issaaele, 
apres g jours da regeneration, traites { figures 7 et S) on 
non (figures 6 et 8} par le CJSBBS. 

Les figures IDA a 1053 represented des 
electrocardi ©grammes de rats non operas (10A et 10E) et de 
rats operas (10C et »■ 

Les figures IX* a lit representent des photographies de 
coupes Ms toiogiques de coeurs de rats traites par du seruss 
physic Xogique (11A et 110} , traites par du CMDBS (LIB et IIS) 
et de rats temoins (11C et 11F) . 
EXEHPLE 1 

Prepar ation et selection des CMBBS 
■%I.._f Xiparation des CMDBS 

Les emms sont des dextranes suhstituls par des 
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groupements carboxytnethyle, benzyl amide »t benzyl asdde 
sulfonate. La ssethode de synthese des CMDBS peut etre celle 
deer its par M.RMIZAC et J. J0SEF0SV2CZ dans Siomaterials 
1984, 5, .301-304. Selon ce precede, 1© carboxylmethyle dextrane 
{CMD} est prepare a partir de dextrane par substitution de 
quelques unites glycosylees avec des grcupes c&rboxyllques sur 
la carbons en position 5 on 6, Dans une dauxiesne etape, la 
benzylaaide est couple* aux groupes csrboxyiigues pour forsaer 
le carboxymethyX-benzylamide dextrane {ou CMSD) . Enfin 
quelques noyaux arosnatiques du benzyl amide sent sul f ones pour 
aboutir au carboxytaethyle dextrane ber.syl&jside sulfonate c« 
CMDBS . 

Les sels de sodium de ces derives sont ultraf litres, 
lyophiiises et dissous dans le tampon approprie avant 
utilisation* 

La formula generaie des CMDBS est illustree sur la 
figure I. 

Les CMDBS possedent une distribution statlstique des 
different* substituants . Les pourcentages pour cheque type de 
CMDBS sont determines par les methodes classigues. 
b) Selection des CMDBS 

i : Tests de protection et d e stabilisatio n des FGFs 

Lors de la synthese des CMDBS il est possible de 
centroier le taux de substitution de chacun des groupements 
par modification des conditions de la reaction de 
substitution. Le contrdle des parametres comme la temperature. 
Is temps de reaction, les concentrations relatives des 
constituents et le nombre de reaction de substitution etc... 
permettent d'obtenir un tres grand noabre de polymeres 
substitues. La substitution des hydroxyles par le 
carboxymethyl sur les carbones en positions 5 et 6 permet 
d'obtenir des taux de carboxynethylation allant de 0 a 200% 
(100% pour chacun des carbones en position 5 et Si. Le 
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groupesaent earboxyaethyl peut etre a son tour partielleaent on 
tot&leaent utilise pour la fixation de la benssylaasside. Les 
groupes benzylamides peuvent itre partial leaent ©u to'tatleaent 
utilises pour la sulfonation* Les dextrai&es substituea 
5 fonctloftBaiiais utilises seien 1' invention sent parai ceux 
specialement decrit.s dans le brevet francais n* a. Ml .724. 
Outre la capacite a. stabiliser et proteger les faeteurs de 
croissance de la fasulie FGF comae decrit dans la pufeXicfttion 
de Tardieu et coll J. Cell .Physio. 1992 150 p 194 a. 203 ? et 

10 dans le brevet Frang&is N* 2 .46 1,724; Ik CKDBS selections® doit 
pouvoir interagir avec an aoins un aembre de la faaiile des 
facteurs de croissance de la rand lie TGF beta selon one 
methods d ! evaluation decrite ci-dessous et proteger las 
TGFbeta centre una proteolyse. 

15 ii. Evaluation des eapacites d« interae &msu*nS£3L-£!mS. 

et facteurs de croissance de ia. faraille TQf beta. 

Afin de aesurer la capacite da certains CMBBS a 
interagir avec les membres de la faaiXle TGF beta et de pax 
cette interaction proteger les TGF beta, un test de critel&ge a 

20 ete etabXi. Ce test consists a aesurer la capacite du CMCBS 
selectionne a peraettre au TGF beta de garder son activite 
biologique malgre un traiteaent proteasigue. 

Sans X'exeaple ci-dessous Is CHBBS utilise est le lot 
26.2 defini par un taux de substitution de 110% de motifs 

25 carboxvaethyles, 3,6% de motifs bensylaaides et 3S,S% de 
motifs sulfonates et possede une activate anti-coagulante de 4 
UX/sag (Unites Internationales). L'activite anti-coapleaent de 
ce lot est de 1/1 ug de CH59, aesuree selon Mauzac et ai 
(precedemment cites) . 

30 L'heparine utilises comroe teaoin provient des 

etabiissements Sanof i . I Institut Cboayj et presents «s 
activite anticoagulants- de 175 m/ag 

Le TFG Mtal est prepare a paxtir de plaquettes 
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sanguines humaines selon le protocole decrit dans de 
nossbreuses publications et ccurasment utilises par I'ham* de 
1'art { par exemple dans la publication Growth Factors and 
their Receptors 1992 , vol 1 pages 419-472 pax A. Roberts et 
M.Sporn edits par A. Roberts et M.Sporn et publiee par 
Springer Verlag Berlin. Le test d'activlte biologique du TGF 
beta utilise dans cet example est celtti de 1' inhibition de 
croissance des cellules CCL64 (provenant de 1'feerican Tissue 
Culture Collection). Cette inhibition est mesuree par la 
capacite du TGF beta a Inhiber I 9 incorporation de Thymidine 
tritiee d'une maniexe dose dependante dans ces cellules CCLS4 
stimulees par le facteur de croissance FGF ou par du serum da 
veau foetal salon le protocols decrit par Van Solen dans 
Progress in Growth Factor Research, 1990 ,2 p!31 a 152. 

he TGF beta est utilise a deux doses, i'une 
correspondant a la capacite d' inhibition de 50% de 
1 ■ incorporation de Thymidine tritiee (definie comae 1 'unite 
d'activite inhibitrice) 1« autre, correspondant a la capacite 
d" inhibition de 100%. Cans cet example les valeurs obtenues 
sont de 250 pg de TGF beta pour obtenir 1 'unite d'activite 
d' inhibition sur les cellules CCL64 cultivees dans 1 ml de 
milieu de culture, Le 100% d< inhibition est obtenu avec Ing de 
TGF beta. dans 1 mi de milieu de culture. 

Un echantiUon de 50ng de TGF beta dans du tampon 
phosphate sal in nontenant 0.1% de serum albumin* bovine 
(provenant de la Societe SIGMA a Saint Louis USA} est ineube 
seal, ou associe soit a 5000 de CMDBS, soit & SOOOug 
d'heparine, avec ou sans 500 **g de trypsine. Le volume final 
de la solution incubee est a juste a 1 ml et 1' incubation est 
effectuee a 37 *C durant un temps variable (10 minutes dans 
1 ! exemple decrit j tableau 1}. 

Des echanti lions d'un volume de 20 vl de chacune des 
reactions d> incubation sont preleves et ajoutes aux cellules 
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CCLS4 cultivees dans des plateaux de 24 puits content ckciffl 
un ssiilliitse de milieu de culture seion le pretoeole deceit 
par S.Sohlsn a»nttdnft& ei dessus, Saras- ces conditions X* 
concentration finale de TGF beta par puits est de Inq/ml. h® 
tableau 1 resume les resultats obtenus dans diverges 
conditions et aiontre 1'effet protecteur du CH3BS. &insi apres 
10 m?> d< incubation a 3?'C, 75% de l'activite biologique du TGF 
beta est encore presente, aXors que I 'heparins qui pcartant 
peut se fixer au TGF beta (Mac Caffrey et al., J« ©f 
ihysiology, 1S92 , vol. 52, 430-440) ne protege pas le .DOT 
beta centre cette degradation proteolytique (11 rests moim de 
20% d'activite Mologique) . XI est a rappeler que dsns le eas 
des FGFs 1 ! heparins assure une protection centre la prcteelyse 
induite par la trypsine. (Tardieu et al>, Journal of Cellular 
Physiology, 1952, 150: 194-203). 

II a ate verifie que le CMBBS n'av&it pas de pouvsir 
inhibiteur sur l'activite de la trypsine (tableau 2). Ainsi,10 
de trypsine ont ete incubes soit avec un safes trat (S,S? 
fourni par la societe Serbia, Paris et utilise seien les 
recsjamandaUcns de ce foumisseur) ou soit avec ce subsfcra* et 
un inhibiteur de la trypsine tel celui provsnsnt du soja 
(comias le Soyabean trypsin inhibitor <m Stl de chess Sigma) ces 
Incubations etant faites en 1' absence ou en presence de 
quant ites variables de CMBBS [lot AM2S) . L'activite 
enzymatique de la trypsine a ete sesuree pax absorption 
spectrophotometrique du produit de trans format ion du S 87 en 
fonction du temps d ! incubation. 



,, ^ „. .._,._ > ,,., : „ J 'autres 2„..„. . 

Deux preparations comaerciales de proteoglyeesaMncs- 
glycane et glycosaminoglycanes ont ete selectioanees selon 
leurs capacites a interagir avec les facteurs de croissance de 
la fwille du fGF ainsi qu'avec ceux de la fawille du TCF 
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beta. 

Le n&soglycaae. et 1* sulodexide ©at ate fournis par 1* 
Societe Sigma Chemical Co , Saint Louis HO USA preeedewent 
cites . 

Les cellules utilise*® <*ans est example Mnt 1*8 
cellules CC13S qui proviennent de I s American tissue Culture 
Collection. Les conditions de culture et de tests de stesure 
d'activite Mologique des FGFs sent les messes que celles 
decrites dans la publication Tardieu et coll J, Cell. Physiol. 
1992, Laura preprietes sent resssmees darts le tableau 3> Les 
facteuxs de croissanee FGF utilises sont Xes formes 
recombinantes FGFl et FGF 2. 

a) ^ maso glvcane et sal oteide sur LlagjtiZiM 

bioiogique des_JMlL^.Mtro j ., 

Sans ces experiences 1ft FGFl eu 2 est utilise a W® 
dose correspondent a la dose efficace (notee SD5Q) pour 
induire une stimulation de 1'activite Mologique de 50% de la 
dose induisant la stimulation maximal© .L'activite bielogigue 
est mesurea par Xa capacite d* induire une augmentation de 
1' incorporation de thymidine tritiee dans les cellules selen 
ies protocoles X&rgement decrits dans de noabreuses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentions*®© 
precademssent et egalement dans le brevet franc&is H*2 644 
Dans cet exemple l'£B50 est de 5 ng/al pour le FGFl et de 3 
ng/ml pour le FGF 2, v&lears mesurees experiment&lement 
{Figs, 2a et 2b). La meiae experience de stimulation en fonction 
de la dose de FGF est effectuee en presence de 10 pg/sd de 
Mesoglycan ou de Sulodexide ou 20 ng/al d 5 Heparins. La figure 
2 raontre que dans ces conditions I'EDSG devient 0.4 ng/al et 
0,2 »g/mX respect! vement pour les FGFl et FGF 2 en presence de 
ces doses de mesoglycane oa d* Heparins. Outre cette capacite a 
potentialiser 1'activite biologigue des FGFs les HBGFPP 
protegent les FGFs centre les degradations thersniques ainsi 
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que contre 1 ' inactivation induite par I s action proteolytics 
de la trypsins. (Figs. 3 a 5). Be la meme maniere ces HBGFPP 
protegent FGFi et 2 contre une inactivation induite pax 
i'activite proteolytique de la trypsins (Figs. Sa et Sh) . 

5 b) Effets or otecteurs du mgsQ<?lyeane, f 

dextrane. du dextrane sul fa te et de la... su crase vis-a-vis , des 
TCF...bgta, 

Plusieurs autres composes ont ete ©values; le dextrane 
sulfate (Sigma Chemical, de poids ssoleculaire 40.OOO, le 

10 dextrane ayant servi a Xa synthase du CKDBS (egai«saent de chess 
Sigma) de la sucrase ou sucrose octasulfate (fournie par B. 
Bar Shalom, Societe Bukh Medic, Sanemark. Certains de ces 
composes ont ete choisis car ils protegent et stabilised lea 
FGF. Ainsi, la sucrase (se conferer au brevet US »* 520 2311) 

15 ou le dextrane sulfate (se conferer au brevet japonais n* 1 
38S07/88) . Le dextrane est ceiui qui a servi a la synthase du 
CMXSBS AM2S. 

h' experience de protection de X'activlte bioXogigue des 
TGFbeta a ete realisee de la meme maniere qu'avec les CMBBS 

20 alnsi que decrit dans l'exemple 1 ii: Le melange d 5 incubation 
cent lent 50 ng de TGF beta ( dans 0,1 % d' albumins serique de 
bovin) et de la trypsine (500 pig) . Le aesoglycane ou le 
suiodexide ou le dextran sulfate ou le dextran ou la sucrase 
sont utilises a la dose de 5000 pq. 

25 L'activite biologique du TGFbeta est mesuree comae 

decrit ci-dessus apres une dilution de 50 fois et en utilisant 
des cellules CCL64. 

Les resultats sont presenter dans le tableau 4. 

Ces resultats illustrent qu c a 1 'exception de certains 

30 CMDBS capables de repondre aux deux criteres de selection vis- 
a-vis des FGF et TGFbeta seul, p&rmi les autres composes 
testes, le mesoglycane presente une activite protectrice 
significative pour las TGFbeta. 
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Sxempla 3 . 

Regeneration de muscl es souelettioues apres ecrasement simple . 

5 L> experimentation a et.e effectuee sux sept rats *?istar 

ages de deux mois et demi et pesant trois cent grammes , 

Apres anesthesie par 1 'ether , les muscles SDL (muscles 
des pattes poster! eures de rat) out ate degages de la lege 
anterieure de la jambe et leses mecaniquement par application 

10 d'ane pression constant® sur touts la longueur du muscle a 
i'aide d'une pince de Pean. La pression est maintenue pendant 
quinze secondes , la pince etant fermie ffiu deuxieme cran. 
L s homogeneity de la lesion sur la totalite du muscle & ete 
controiee en suivant son inf arcisseiaent pendant trente 

15 secondes . Le muscle a ete ensuite replace dans sa lege et la 
peau suturee par du fil de lin. 

Les muscles SDL ont recu une injection unique de 200 jul 
de CMDBS ou de sulfate de dextr&ne (OS) a 50 ju/ttX dilues dans 
le PBS sans calcium ni magnesium , Les temoins de regeneration 

20 ont recu une injection de la meme quantite de BBS seul . Seion 
les experiences , 1 ' injection a ete pratiquee avant ou apres 
la lesion du muscle . Les 200 fil ont ete inject** eo une 
minute et la diffusion du produit a ete assuree en laissant en 
place le muscle pendant deux minutes avant de le repl&cer dans 

25 sa loge . Cinq muscles EBL ont ete txaites par le CMDBS et 
deux par le sulfate de dextrane . 

Les muscles traites et temoins ont ete pxeleves apres 
huit jours de regeneration, puis congeles immediatement k ~ 
150 "C dans l'isopentane . Des coupes transversals® a 

30 congelation de 10 am d'epaisseur ont ete effectuees dans la 
region mediane du muscle . Les coupes sechees ont ete eolorees 
par le trichrome de Gomori, 

L' analyse raorphometrique du nombre de fibres et de leur 
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diametre a ete effectuee sur des montages aicj*ofraphiques 
corxespondant a una beM-coupe transversal© de ssuscie. 

RgStXLTftTS.s 

Lors dsi prelevei&ent des saiscles apres 8 jours de 
regeneration, 1'examen ssacroscopique montre une difference 
d ! aspect entre ceux qui ont ete traites par le CSPBS est ceux 
qui n'ont recu gu'une injection de S>BS» Les muscles traites 
ont an aspect rouge fence alors q»e les temoins ont rae 
coloration beaucoup pins elaire * Cette difference sugger© 
dans le premier cas r une vascularisation plus rich© et un taux 
de myoglobin© pins eleve . Par ailleurs, le diametre des 
muscles injectes par le CMDBS est nettement augment© { voir 
tableau S ) j lis occupant tout© la log© anterieura da la 
Jambe et ils refoulent le muscle tibial anterieur vers 
I'exterieur. 

Les figures $ a 9 correspondent a des sBontages 
micropnotographiques d'tine hemi -coupe transversala da muscle 
EDL apres 8 jours de regeneration traites ou non par 1® CMDBS. 
Le m&Hel* traite {figure 7) present© un plus grand nosjbre de 
fibres regenerees (F) at d'un diametre plus elevl qn© le 
muscle nan traits { figure 6 5 . L' injection unique de CMDBS 
au moment de la lesion induit egaiessent one meilleur© 
reconstruction du muscle : les faisceaux musculaires , separes 
par le conjonctif du perimysium (c) f sont bien differencies 
dea le Seme jour (figure 8 non trait© et figure 8 trait© au 
CKDBS), Sans la regeneration normal© , ce stade de re- 
construction n'est attaint qu' apres trois semaines . L'essamen 
M stolagique des coupes montre egalement une plus grand© 
vascularisation et un degre de reservation plus eleve. 

Las resultats sent idestiqaes que i» injection du muscle 
EDL ait ete pratiquee avant ou apres la lesion. 

Les donnees du tableau 3 moatrent que l'effet du CMDBS 
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est tress important sur la vitesse de regeneration {' nombre de 
fibres rifenerees en $ jours | et sur leur degre de saturation 
(diasaetrs'iaoyen des fibres ) . La reorganisation da auseie est 
egslement nettament acceleree ( noaibre de faisce&u organises} . 
5 Par corttre, 1 'architecture da muscle { nossbre de fibres par 
faisceau) n'est pas modifiee de fagon significative: , 

L' injection de sulfate de dextrana, dans les messes 
conditions gue eel les da GMDBS , n'induit aucnne modification 
qualitative et quantitative de la regeneration ssusculaire . 
10 SaCEMP LB *X 

Regeneration d'un iKiiscle sgualettique apres de sinnerystifttt 
tmis ecrasemertt. 

Etude comparative de differents KBffi'g? et autres 

alycosaminoqlYcane,s,,,nm..Mgggg- 
15 ^'experimentation est effective sue 18 rats Wistax 

sales ages de deux mois et demi et pesant environ 30© grammes . 

he protocols est rigouressent identigue a celui de 

1' example 3 awec eependant prealablsment a 1 ° ecrasement dis 

muscle, section du nerf mateur a I* entree da muscle. 
20 Les substances sont en solution de tampon phosphate 

saline (PBS), 

L ' injection a lieu apres deinnesvation et ecrasement I 
1'aide d'une microseringue de 50 pi sarnie d'une aiguille 
flexible de m mm de longueur et de 0,4 mm. de diametre. aeass 

25 injections sont ef fectuees a 2 minutes d' intervalies . La 
volume in^ecte est done de 100 ptl. La sucrase {glucose octyl 
sulfate) a ete fournie gracieusement par B. Bar Shalom Balk 
Medic Danemark, 

%res sacrifice de 1* animal, les muscles SDL de la 

3D patte traitee et de la patte controlaterale sont pesis, Les 
variations individuelles du poids des muscles normanx 
d'animaux de mime age poavaat atteindre 20% f les result&ts ont 
ete standardises en ealeulant le rapport da muscle traite a 
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son tamoin intact contralateral. 

Ce ratio pour les saascles traites par le PBS seul a #t# 
considers cossme ISO %. Le degre de regeneration des miscles 
traites pax les differentes substances & et» calcule en % dm 
muscle injects par le ?BS < Les resuitats sent axprisses dans 
Is tableau £U 

Ces resuitats deaontrent 1'efset specifigue des HBGFPF 
dans la regeneration musculaire. Sn ttffft* seuls certains 
CESBS st le stesGglycane, qui montrent an effet pretecteur et 
promo tear a la sois pour les TOP et les TOFbeta, indulgent «si« 
regeneration significative { 190% et 133 % respectiveaent) , 
Example 5; 

ricatrisation du muscle cardlagne 

Les experiences realisees lors de la cicatrisation du 
myocarde infarcle sent effectuees chftz le rat, 

Le rat represente tan ben aodele experimental par 
rapport a d'autres especes aniaales car, coasae pour Vhomm , 
LI n< exists pas de circulation collateral entre les 
ccronaires droite et gauche. 
protocols experimental i 

Bes rats Wistar (Wi/Wi Ice, XFF& CREDO, France), d* 
sexe aaie, pesant 350 g, sent anesthesies m penthobaxbital 
sodique par vole intra-peritoneaie. 

Les rats sent rases an niveau da thorax et du ecu, et 
un electrocardiograrame (ECG) est pratique en preoper&toire, 

tine tracheotome peraet de aettre le rat so«s 
ventilation assistee, et de latter contre le pneumothorax per 
operatoire et de dijainuer la mortalite per et post op*r*tei*».- 

Apres installation du rat en decubitus lateral droit et 
mise an place d'un petit billot sous le thorax, une thoracotc- 
mie laterals gauche (a un travers de doigt au-dessus des cotes 
flottantes ce qui correspond au 4-5eae espace intercostal 
gauche} est pratiques. Le eoeur est mis a jour St le pericarde 
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est incise, le ventricule gauche est repere et I'&riere 
coronal re gauche est ligaturee a son origins eves un £11 
PRQLSHS 6/0. Une minute apres, la zone infarci® est visible et 
1 5 enregistrement de i'activite electrique cardi&gue permet de 
5 visuaiiser les ondes de Pardie temoin de la realisation de 
1 ' infarctus. 

On injects en pletn sal lieu de la region infarcie, en un 
seul point, a I'aide d'une seringue de Hamilton, 10j*l d'une 
solution a 50 vq/nl de CMDBS prepares dans du sesn 
10 physiologique ou 10 ul de cette mime solution ne nontenant pas 
de CMDSS. 

Le thorax est alors ref erase, le pneumothorax est 
aspire, et la ventilation assistee est laissee en place 
jusqu'au reveal complet de I 'animal. Un dernier SCG est 
15 realise. 

Les electrocardiogrammes (ECG) des rats avant et apres 
infarctus au niveau de la derivation sont representee sur la 
figure 10. Les traces A et S aontrent deux types 
d' electrocardiograms qui peuvent etre rencontres chess les 
20 rats non ope res. Les traces C et » sont les SCG de ces mimes 
rats en pcstcperatoire. II existe un sus decal&ge tres net du 
segment ST signant 1* infarctus. 

Les rats retenus pour 1 ' experimentation , seront ceux 
qui presentent au moment de ia ferae ture du thorax, les sign®® 
25 electrique* typiques de 1' infarctus du myocarde, les autres 
animaux seront elimines de 1' etude. 

Apres examen des ECG, 33 rats seront sacrifies aux 
jours 7, 15 et 30 post aperatoire et un ECG sera realise avant 
1« euthanasia. Une etude histologique est pratiquee sur les 
30 coaurs inf arcies . 

Les res ul tats histologiques sont presentes sur ia 
Fig.il qui illustre 1' etude histologique au 15 ems jour 
pcstoperatoire des coeurs de rats inf aretes par ligature de 



22 



2718026 



I'artere coronaire gauche et coloration au trl chrome de 
Mass on < 

Figures 11A et 110 (injection de IQul de seruas 
physiolagique au milieu de la zone infarcie) . On constats 
5 1' existence d'un infarctus sous endocardique siegeant au 
niveau de la p&roi da ventricule gauche { 1IA } , Ceil®~ci est 
atrophic© et il existe une importante reaction inf lasas&tolr® 
en peripherie ainsi qu'une fibrose intense- La figure 118 
(x25) visualise le milieu de I' infarctus. On constat® 

10 1' existence d'une atrophic important© ssarquee par 1' apparition 
d'une fibrose et ia disparition totals des fibres 
myocardiques , il existe quelques cellules inflaasaatoires . 

Figures 11B et HE ; Traitement de I • infarctus avec du 
cmdbs (10 al d'une solution a 50 vq/ml sent injectes dans la 

15 zone infarcie). L ' infarctus est egalement sous endocardique et 
siege au niveau du ventricule gauche, la zone atrophica est 
moins etendue et il existe au niveau des fibres ssycscardiques 
int&ctes (11B). La figure HE (x25) sontre des zones 
vasculaires nosiereuses, des fibres sayocardigues app&remment 

20 intactes dans un environnement fibreux 

Figures 11C et 11F: photographies d'un coeur tessoin. 
XX parait evident gue la taille du ventricule gauche 
est conserves au niveau de la paroi des coeurs traites au 
CMDBS, les coeurs de la serie temoin presentent dss p&rois 

25 plus fines et une zone infarcie plus etendue. Il existe au 
niveau des coeurs infarcis traites au CMDBS des zones de 
regeneration du myocarde . 
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Activite 
anticoagulants 


50-70 lU/mg 


■c 50 XU /iag 
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sulfate 
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TABLEAU 4 

Protection dti TGFbete par d i yers...p;oImer;es 

TGFbeia }m , 

TGF beta irypsinc 0 

TQ F beSa + mesoglycinc { QQ 

TG F bci.-i mcsoj;lvat!K+ trypsme 50 

TGHxte-^siikxicxinc iOQ 

FFG bet:; ~ sulodcxme +trypsinc 20 

TG F bcia + Dcxtranc l QQ 

TGF beta * Dcx!;nac+ trypsin*: Q 

TGF bcta+ Dexi rane Sulfasc ! 00 

TGF boa * Dcxi.unc Suifmc-Mrypsinc 0 

TGF beta fSucrase \qq 

TGF bcia + Sucrarc* tfyps'inc 0 
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£ £ tats de ri ifferants... po X yitifer e s sur 
« I irs _{ 2 ^ -ies aias it'-narvfiS 



10 


Substances cpoids 
injects 


Ratio du regenere 
rSgenere/ 
corstroiateral 
intact 


% ratio 

traits/ratio 

degenere 




PBS 


0.705 


100 




CMDB3 (10 ,wg) 


1.342 


190 




Sucrase (10 jig) 


0,520 


S7 




Haparine (10 pg) 


0.590 


86 


■2.0 .. 


Sulodexide {10 tig) 


0.538 


SO. 7 




Mesoglycane {10 pg) 


0.940 


133 
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1. Utilisation d'au aoins ua poiymere ou cl'un 
biopolymere, appeles HBGFPP, protegeant specif iquesaant iss 
facteurs de croissance des families des FGF at TGF beta de is 

5 degradation trypsique et n'inhibant pas de taanlere 
significative la coagulation, pour la fabrication d'un 
medicament pour le traitement des tissus ausculaires. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que le poiymere ou biopolymere presents une activite 

10 ant i -coagulants inferieure a 50 unites Internationales par mg 
de poiymere. 

3. Utilisation selon i'une des revendications 1 et 2, 
caracterisee en ce que iedit poiymere n' active 
substantiellement pas le systeme du complement 

15 4. Utilisation selon I'une des revindications 1 a 3, 

caracterisee en ce que ledit polymers potentialise in vitro 
les FGF. 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 & 4, 
caracterisee en ce que ledit poiymere ou biopolymere est un 
20 polysaccharide. 

5. Utilisation selon la revendication 5 , caracterisee 
en ce que ledit polysaccharide est principaiement compose de 
residus glucose. 

7. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee 
25 en ce que le polysaccharide comprend des residus glucosamine 

et/ou d ; acide uronique. 

8. utilisation selon la revendication 7, caracterisee 
en ce que le polysaccharide comprend des diroeres gluccsaisine- 
aeide uronique. 

30 9. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, 

caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un dsxtrane 
substitue. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee 
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en cs que ledit polysaccharide est tm CMDBS. 

11. Utilisation selon la rsyendi.catlon 5, caracterise© 
en ce que ledit polysaccharide est «n proteoglycos&minoglyeane 
au «« glycosamincglycane, on un sulfate d*an de ces composes, 
5 12. Composition pharmaceutique pour la cicatrisation 

des tissus muscuiaires contenant au molns an polymers tel que 
defini dans 1'une des revendications i a 11 en association 
avec au mains un excipient Pharmacol ogiqnement acceptable. 

13. Utilisation ou composition selon I'vme des 
10 revendications 1 a 12, caracterlsee en ce qtie le tissu 
Bsusculaire est celui des muscles cardiaques ou squelettiques. 



1/9 



2718026 



FIG* % 




2/9 



2718026 



6 - 




10^ Iff* 10** 1 1 lOtO^IO 3 
F6F1 (ng/ml) 

7 - 




10* 3 10*' 2 1 0"" 1 1 10 10 2 10 3 



FGF2 (ng/mi) 

C3 FGF plus heparins 
# FGF plus mesogtycane 
A FGF plus sufoctexide 



FIG. 2 & 



FIG. 2 B 



3/9 



2718026 




FIG. 3 A. 
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FIG. 4 A 



FIG, 4 B 
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FIG* 5 A 
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FIG, 8 
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FIG. 10 A FIG. 10 B 
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